Determination of caffeine in dietary supplements by Šenica, Leja
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
DIPLOMSKO DELO 
Leja Šenica 
Ljubljana, 2019
 
 
UNIVERZA V LJUBLJANI 
FAKULTETA ZA KEMIJO IN KEMIJSKO TEHNOLOGIJO 
VISOKOŠOLSKI ŠTUDIJSKI PROGRAM KEMIJSKA 
TEHNOLOGIJA  
 
 
 
 
 
 
Določanje kofeina v prehranskih dopolnilih 
 
 
DIPLOMSKO DELO 
 
Leja Šenica 
 
MENTOR: viš. pred. dr. Tatjana Zupančič 
 
 
 
 
 
Ljubljana, 2019
 
 
IZJAVA O AVTORSTVU  
diplomskega dela 
 
 
 
Spodaj podpisana Leja Šenica sem avtorica diplomskega dela z naslovom:  
Določanje kofeina v prehranskih dopolnilih. 
 
 
S svojim podpisom zagotavljam, da: 
 
• je diplomsko delo rezultat mojega raziskovalnega dela pod mentorstvom viš. 
pred. dr. Tatjana Zupančič; 
 
• sem poskrbela, da so dela in mnenja drugih avtorjev, ki jih uporabljam v 
predloženem diplomskem delu, navedena oziroma citirana v skladu z navodili; 
 
• se zavedam, da je plagiatorstvo, v katerem so tuje misli oziroma ideje 
predstavljene kot moje lastne, kaznivo po zakonu (Zakon o avtorskih in sorodnih 
pravicah – uradno prečiščeno besedilo (ZASP-UPB3) (Ur. list RS, št. 16/2007); 
 
• sem poskrbela za slovnično in oblikovno korektnost diplomskega dela; 
 
• je elektronska oblika diplomskega dela identična tiskani obliki diplomskega 
dela. 
 
 
V Ljubljani, _________       Podpis avtorja/-ice: 
 
 
 
ZAHVALA 
Iskreno se zahvaljujem svoji mentorici viš. pred. dr. Tatjani Zupančič za vse napotke, 
pomoč in usmerjanje pri izdelavi diplomskega dela. 
Zahvaljujem se tudi družini in vsem ostalim, ki so mi vsa leta študija stali ob strani in mi 
kakorkoli pomagali. 
 
 
Določanje kofeina v prehranskih dopolnilih 
Povzetek: Na trgu je na voljo veliko število prehranskih dopolnil in napitkov, ki vsebujejo 
kofein. Kofein je naravni alkaloid, ki ga najdemo v listih, plodovih in semenih mnogih 
rastlin. Ljudje ga radi uživajo zaradi njegovega poživljajočega učinka, ki zmanjšuje 
utrujenost in zaspanost. V diplomskem delu sem določala vsebnost kofeina v prehranskih 
dopolnilih in različnih pijačah oziroma kavah in čaju. Za določanje kofeina  sem uporabila 
reverzno-fazno tekočinsko kromatografijo visoke ločljivosti z UV detektorjem. Tekom 
eksperimentalnega dela sem preverila tudi ponovljivost kromatografske metode. Prišla 
sem do zaključka, da največ kofeina vsebuje prehransko dopolnilo Guarana natural 
energy, najmanj pa zeleni čaj.  
 
Ključne besede: HPLC, kofein, prehranska dopolnila, topli napitki 
 
 
Determination of caffeine in dietary supplements 
Abstract: A large number of dietary supplements and beverages containing caffeine are 
available on the market. Caffeine is a natural alkaloid found in leaves, fruits and seeds of 
many plants. People like to drink caffeine because of its stimulating effect, which reduces 
exhaustion and sleepiness. In this diploma thesis I aimed to determine the caffeine content 
in various dietary supplements and drinks (coffee and tea). A reversed-phase high 
performance liquid chromatography with UV detector was used for determination of 
caffeine. I also checked repeatability of the chromatographic method. I came to  
conclusion that Guarana natural energy supplement contains the most caffeine, while 
green tea turned out to be the least caffeinated. 
 
Keywords: HPLC, caffeine, dietary supplements, hot beverages
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1 Uvod 
Sami začetki uživanja kofeina segajo daleč v preteklost, saj so ljudje kmalu ugotovili 
njegov poživljajoči učinek. 
Večina ljudi si dandanes ne more predstavljati svojega jutra brez skodelice kave. Le 
malokdo pa ve, da se kofein ne nahaja samo v kavi in čaju, temveč ga najdemo v številnih 
drugih pijačah in jedeh. Ne zavedajo se, koliko kofeina dejansko vsebuje njihova 
skodelica kave in kakšna je mejna vrednost uživanja te substance. Ena skodelica (200 ml) 
kave naj bi vsebovala okoli 90 mg kofeina, medtem ko je mejna vrednost zaužitega 
kofeina za zdravo osebo okoli 400 mg na dan. 
Redno uživanje kofeina lahko vodi do razvoja tolerance nanj. V primeru odvzetja te 
substance lahko pride do glavobolov, razdražljivosti in zaspanosti. Prav tako lahko velike 
količine zaužitega kofeina vplivajo na zvišanje krvnega tlaka, presnovo kalcija ali na 
nastanek razdraženega želodca.  
1.1 Namen dela 
Namen diplomskega dela je bil določiti vsebnost kofeina v prehranskih dopolnilih in 
različnih pijačah oziroma kavah in čaju ter na podlagi dobljenih rezultatov ugotoviti, 
kateri vzorec vsebuje največ oziroma najmanj kofeina. 
Za analizo sem izbrala prehranska dopolnila, ki jih najpogosteje uporabljajo študentje, ko 
začutijo utrujenost in je pred njimi nešteto ur učenja ter priprave na izpite. Poleg 
prehranskih dopolnil sem analizirala še različne kave in čaj, saj sem želela ugotoviti ali 
imajo prehranska dopolnila res večjo vsebnost kofeina kot skodelica kave oziroma čaja. 
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2 Teoretični del 
2.1 Kofein 
Kofein oziroma 1,3,7-trimetilksatin je naravni alkaloid, ki ga najdemo v listih, plodovih 
in semenih mnogih rastlin. Najbolj razširjen vir kofeina so kavna in kakavova zrna ter 
listi čajevca. V čisti obliki se nahaja kot bel prah brez vonja in rahlo grenkega okusa [1, 
2]. 
 
Slika 1: Struktura kofeina [13] 
2.1.1 Pridobivanje kofeina 
Najbolj uporaben postopek pridobivanja kofeina je dekofeinizacija. To je postopek 
odstranjevanja kofeina iz zelenih kavnih zrn pred praženjem. Poznamo tri različne načine 
dekofeinizacije: dekofeinizacija s pomočjo topil, dekofeinizacija z namakanjem zrn v 
vodi ter dekofeinizacija z ogljikovim dioksidom [10, 11]. 
2.1.1.1 Dekofeinizacija s pomočjo topil 
Obstajata dve vrsti dekofeinizacije s topili, in sicer neposredna in posredna metoda. Pri 
neposredni metodi kavna zrna najprej namakajo nekaj ur v vroči vodi. S tem odstranijo 
kofein ter nekatere aromatične spojine iz zrn. Nato iz vode, ki je obogatena s kofeinom 
ter ostalimi spojinami, odstranijo zrna ter ji dodajo topila (diklorometan ali etil acetat), na 
katere se absorbira kofein. Vodo in topilo ločijo, kavna zrna pa ponovno potopijo v vodo, 
da reabsorbirajo nekatere arome, ki so jih pred tem izgubila. Kasneje ta zrna odstranijo iz 
vode, jih posušijo in prepražijo [12]. 
Pri posredni metodi pa kavna zrna najprej izpostavijo pari, z namenom, da se odprejo 
pore. Kasneje jih šele namakajo v topilu, na koncu pa zrna posušijo ter prepražijo [12]. 
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2.1.1.2 Dekofeinizacija z namakanjem zrn v vodi 
Postopek dekofeinizacije z vodo vključuje namakanje kavnih zrn v vroči vodi, pri čemer 
se odstrani kofein ter nekatere aromatične spojine, ki se nahajajo v zrnih. Nastali ekstrakt 
nato spustijo skozi ogljikov filter, ki selektivno odstrani samo kofein. Vodo, ki je 
obogatena z aromatičnimi spojinami, uporabijo za odstranitev kofeina iz nove serije 
kavnih zrn. Ker je ta voda že nasičena z aromatičnimi spojinami, se iz nove serije zrn 
odstrani predvsem kofein, aromatične spojine pa ostanejo v zrnih. S tem načinom kavna 
zrna ohranijo svojo prvotno aromo ter okus [12]. 
2.1.1.3 Dekofeinizacija z ogljikovim dioksidom 
Pri tem procesu dajo kavna zrna, ki so namočena v vodi, v posodo iz nerjavečega jekla, 
imenovano posoda za ekstrakcijo. Nato pod visokim pritiskom začnejo uvajati ogljikov 
dioksid, tako odstranijo kofein iz zrn. Le-tega skupaj z ogljikovim dioksidom prenesejo 
v drugo posodo, imenovano absorpcijska komora. V njej se tlak sprosti, ogljikov dioksid 
se povrne nazaj v plinasto stanje, kofein pa ostane v posodi [11]. 
2.2 Vpliv kofeina na človeški organizem 
Splošno znano je, da je kofein substanca, ki nas ohranja budne in nam pomaga preživeti 
dolg dan. Toda učinki kofeina naredijo veliko več kot le to, da dvignejo delovno storilnost 
in nas ohranjajo čuječe. 
Kofein deluje kot stimulant osrednjega živčnega sistema, ki zmanjšuje utrujenost in 
zaspanost. Pri zmernih odmerkih ima kofein različne učinke na učenje in spomin, vendar 
pa na splošno izboljšuje budnost, koncentracijo, reakcijski čas in motorično usklajevanje. 
Količina kofeina, ki je potreba za doseganje teh učinkov, se razlikuje od posameznika do 
posameznika. Odvisna je od telesne mase človeka, metabolizma, tolerance in pogostosti 
uživanja [3]. 
Če redno uživamo kofein, lahko telo razvije toleranco nanj. Izvzetje te substance iz 
prehrane ima zato lahko za nas neželene stranske učinke. Torej, če nenadoma prenehamo 
z jemanjem kofeina, lahko pride do glavobolov, razdražljivosti, zaspanosti, pri nekaterih 
ljudeh celo do tresenja [4]. 
Ker kofein poveča količino kisline v želodcu, lahko pride do nastanka zgage ali 
razdraženega želodca. Odvečni kofein se v telesu ne zadržuje, temveč se obdela v jetrih 
in izstopa skupaj z urinom. To je razlog, zakaj se lahko po zaužitju kofeina poveča potreba 
po uriniranju [4]. 
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Kofein lahko v velikih količinah vpliva tudi na adsorpcijo in presnovo kalcija, kar lahko 
privede do tanjšanja kosti (osteoporoze) in trzanja mišic. Prav tako lahko velike količine 
zaužitega kofeina vplivajo na zvišanje krvnega tlaka [4]. 
Med samo nosečnostjo naj bi se količine zaužitega kofeina zmanjšale, saj kofein potuje v 
krvni obtok in prehaja v placento. Povzroči lahko povečanje srčnega utripa in presnove 
razvijajočega plodu v maternici. Preveč zaužitega kofeina lahko povzroči tudi njegovo 
upočasnjeno rast in poveča tveganje za spontani splav [4]. 
Pride lahko tudi do predoziranja kofeina, vendar je to zelo redek pojav. Najpogostejši 
vzrok za to je uživanje velikih količin energijskih pijač ali dietnih tablet. Simptomi 
prevelikega odmerka kofeina so zmedenost, halucinacije in bruhanje. Predoziranje lahko 
tudi povzroči hitro in nepravilno bitje srca, pojavijo se težave z dihanjem [4]. 
2.3 Prehranska dopolnila 
Prehranska dopolnila so živila, ki vsebujejo koncentrirane vire posameznih ali 
kombiniranih hranil s hranilnim ali fiziološkim učinkom na telo. Namenjena so 
dopolnjevanju običajne prehrane, ne omogočajo pa zdravljenja ali preprečevanja 
bolezenskega stanja [5]. 
Najdemo jih v obliki kapsul, pastil, tablet, v vrečkah s praškom, v ampulah s tekočino in 
drugih podobnih oblikah, ki nam omogočajo uživanje v odmerjenih količinskih enotah 
[5].  
Prehranska dopolnila največkrat vsebujejo vitamine, minerale, maščobne kisline, 
vlaknine, rastline in njihove izvlečke, razne mikroorganizme ter druge snovi, pod 
pogojem, da je njihova uporaba dokazano varna [5]. 
2.4 Metode za določanje kofeina 
Kofein lahko določamo s pomočjo tekočinske kromatografije visoke ločljivosti ali z UV-
VIS spektrofotometrijo. Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je separacijska 
metoda, pri kateri komponente vzorca raztopimo v ustreznem topilu ter jih nato z 
visokotlačno črpalko potiskamo skozi kolono s pomočjo mobilne faze. UV-VIS 
spektrofotometrija pa je analizna metoda, pri kateri določamo koncentracijo analita na 
osnovi absorbirane ali prepuščene svetlobe določene valovne dolžine, ki prehaja skozi 
raztopino. 
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V članku Determination of Caffeine Content in Several Over-the-Counter Energy 
Supplements so kofein določali s pomočjo reverzno-fazne tekočinske kromatografije 
visoke ločljivosti z UV detektorjem. Za izvedbo analize so bili potrebni naslednji pogoji: 
kolona velikosti 150 mm x 4,6 mm, detektor z valovno dolžino 254 nm, mobilna faza, ki 
je vsebovala deionizirano vodo in acetonitril v volumskem razmerju 40:60, pretok 
mobilne faze, ki je znašal 1 mL/min ter volumen injiciranja, ki je bil 5 µL. Na podlagi 
opisanih eksperimentalnih pogojev je retencijski čas kofeina znašal 2,15 min. Najprej so 
pripravili raztopine standardov različnih koncentracij ter izvedli analizo. Na podlagi 
dobljenih rezultatov (ploščin vrhov) so izrisali umeritveno krivuljo in določili enačbo 
premice, preko katere so nato izračunali koncentracije kofeina v vzorcih. 
V članku Determination of Caffeine in Soft and Energy Drinks Available In Market By 
Using UV/Visible Spectrophotometer pa so kofein določali s pomočjo UV/VIS 
spektrometra z uporabo ogljikovega tetraklorida kot ekstrakcijskega topila pri valovni 
dolžini 270 nm. Tudi pri tem postopku so najprej pripravili standardne raztopine različnih 
koncentracij ter jih analizirali. Na podlagi dobljenih rezultatov (absorbanc) so izrisali 
umeritveno krivuljo in določili enačbo premice, preko katere so nato izračunali 
koncentracijo kofeina v vzorcih [15, 16]. 
2.5 Kromatografija 
Kromatografija je tehnika ločevanja komponent vzorca, ki je v zadnjem času postala ena 
izmed glavnih analitskih metod za identifikacijo in kvantifikacijo spojin iz tekoče ali 
homogene plinske faze. Temelji na različni hitrosti potovanja komponent skozi kolono s 
pomočjo mobilne faze. Ločba komponent temelji na dveh fazah, to je na stacionarni, ki 
je imobilizirana na kolono ter na mobilni, ki potuje po njej [7, 9]. 
2.5.1 Delitev kromatografije 
Glede na agregatno stanje mobilne faze delimo kromatografijo na plinsko in tekočinsko 
kromatografijo. Tekočinsko kromatografijo lahko nato razdelimo glede na obliko 
stacionarne faze, in sicer na kolonsko in planarno. Glede na vrsto stacionarne faze pa 
poznamo kromatografijo na normalni fazi, kromatografijo na reverzni fazi, ionsko 
kromatografijo ter velikostno izključitveno kromatografijo [7]. 
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2.5.2 Kromatogram 
Gre za predstavitev rezultatov kromatografije v obliki diagrama. Na abscisni osi se nahaja 
retencijski čas, na ordinatni osi pa signal, ki ustreza odzivu analita, ko ta zapušča sistem 
[9]. 
Ločitev, ki se pojavi v koloni, vodi v vrsto različnih vrhov, ki so ločeni od bazne linije. 
To je črta, ki nastane pri odsotnosti analita [9].  
Retencijski čas je čas, ki ga analit potrebuje, da pride od injektorja skozi kolono do 
detektorja [9].  
Mrtvi čas pa predstavlja čas, ki je potreben za prehod mobilne faze od injektorja do 
detektorja, ki se na koloni ne zadržuje [9]. 
2.6 Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti-HPLC 
Tekočinska kromatografija visoke ločljivosti je analizna tehnika, ki se uporablja za 
ločevanje, identifikacijo in kvantifikacijo komponent v zmesi. Princip HPLC tehnike je, 
da komponente raztopimo v ustreznem topilu ter jih nato z visokotlačno črpalko 
potiskamo skozi kolono s pomočjo mobilne faze. Pri tekočinski kromatografiji visoke 
ločljivosti z reverzno fazo se na kolono, ki vsebuje stacionarno fazo, adsorbirajo 
komponente vzorca. Vsaka komponenta vzorca ima nekoliko drugačno interakcijo s 
stacionarno fazo, kar vodi do ločevanja komponent [6]. 
 
Slika 2: Shematski prikaz HPLC sistema [14] 
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2.6.1 Sestavni deli HPLC sistema 
2.6.1.1 Črpalka 
Naloga črpalke je, da potiska mobilno fazo skozi sistem. Gibanje batov mora biti 
usklajeno tako, da je nihanje tlaka čim manjše. Visok tlak, ki ga ustvarijo črpalke, je 
potreben za premagovanje upora pri pretoku mobilne faze skozi kolono, ki je napolnjena 
s stacionarno fazo [8]. 
2.6.1.2 Injektor 
Injektor omogoča vnos vzorca v kolono s pomočjo mobilne faze. Zaradi visokih tlakov, 
ki jih ustvarijo črpalke, praktično vsi HPLC sistemi uporabljajo ventile za vbrizgavanje. 
Z injekcijskim ventilom v položaju za polnjenje (LOAD), vzorec vbrizgamo v cevno 
zanko z določenim volumnom, s pomočjo injekcijske brizge. Volumen injiciranja se 
lahko spreminja. V tem položaju teče topilo (mobilna faza) direktno iz črpalke v kolono. 
V naslednjem koraku pa ventil zasukamo v položaj injiciranje (INJECT), pri čemer se 
vzorec prenese na kolono [8]. 
2.6.1.3 Kolona 
Kolona predstavlja glavni del HPLC sistema, saj v njej potekajo glavni procesi separacije. 
Gre za različno dolgo ravno cev iz nerjavečega jekla, ki je napolnjena s stacionarno fazo. 
HPLC po navadi vsebuje dve koloni, in sicer analitsko kolono, v kateri poteka separacija 
ter predkolono, ki se nahaja med injektorjem in analitsko kolono. Naloga predkolone je, 
da ščiti analitsko kolono pred kontaminacijo [7, 8]. 
Glede na vrsto stacionarne faze poznamo več načinov ločbe, in sicer normalno fazno, 
reverzno fazno, ionsko izmenjevalno ter velikostno izključitveno ločbo. Pri ločbi z 
normalno fazo je stacionarna faza polarna, mobilna faza pa nepolarna.. Pri ločbi z 
reverzno fazo je stacionarna faza nepolarna, mobilna faza pa polarna. Ločba z normalno 
fazo se uporablja predvsem za ločevanje polarnih snovi, medtem ko se ločba z reverzno 
fazo uporablja za nepolarne snovi . Pri ionsko izmenjevalni ločbi gre za izmenjavo ionov 
in se uporablja za ločevanje ionov. Velikostno izključitvena ločba pa temelji na ločevanju 
molekul glede na njihovo velikost [8]. 
2.6.1.4 Detektor 
Vloga detektorja je pretvarjanje enega tipa signala v drugega (analitični signal se pretvori 
v električni signal). Ta signal nato potuje naprej na procesor, kjer se pretvori v obliko, ki 
je najbolj primerna za branje [7]. 
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Poznamo več vrst detektorjev, ti so UV-VIS detektor, fluorescenčni detektor,  
diferencialni detektor na osnovi lomnega količnika, detektor na osnovi sipanja svetlobe v 
tekočini, detektor na osnovi sipanja trdnih delcev, elektrokemijski detektor in masno 
selektivni detektor [8]. 
Glavni problem detektorja predstavljajo zračni mehurčki, saj ti povzročajo nihanje 
signala. Zato je potrebno vzorce, ki vsebujejo ogljikov dioksid, predhodno razpliniti z 
uporabo ultrazvočne kopeli. 
2.7 Osnove statistike 
Posamezne stopnje vsakega analiznega postopka so vedno podvržene nekim napakam, 
kar se kaže pri končnem rezultatu. Pravimo, da je vsak eksperimentalno določen rezultat 
le približek neke prave vrednosti. Torej moramo za vsako analizno metodo vedeti, kakšne 
so možnosti, da  z njo dobimo napačne rezultate. Znati moramo prepoznati vrsto napake 
in njihov izvor, da jih lahko ustrezno minimiziramo. Analize je zato potrebno večkrat 
ponoviti  in preveriti, če se rezultati ujemajo, kasneje kot rezultat pa nato podamo 
povprečje vseh meritev. Ponovljivost tega rezultata pa opredelimo s standardnim 
odklonom oziroma relativnim standardnim odklonom. 
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2.7.1 Povprečna vrednost 
Povprečna vrednost je kvocient vsote vseh vrednosti statistične spremenljivke s številom 
vseh vrednosti. 
?̅? =
1
𝑛
∑ 𝑥𝑖
𝑛
𝑖=1
 
Enačba 1: Enačba za izračun povprečne vrednosti 
2.7.2 Standardni odklon 
Standardni odklon nam pove, kakšna je razpršenost podatkov okoli srednje vrednosti. 
Večji kot je standardni odklon, bolj so posamezne vrednosti razpršene in različne druga 
od druge. Vrednosti posameznih podatkov so identične, le v primeru, da znaša standardni 
odklon nič. 
𝑆𝐷 = √
∑ (𝑥𝑖  −  ?̅?)
2 𝑛𝑖=1
𝑛 − 1
 
Enačba 2: Enačba za izračun standardnega odklona 
2.7.3 Relativni standardni odklon 
Relativni standardni odklon je definiran kot kvocient standardnega odklona in aritmetične 
sredine oziroma povprečne vrednosti. Ponavadi ga podajamo v procentih.  
𝑅𝑆𝐷 =
𝑆𝐷
?̅?
∗ 100% 
Enačba 3: Enačba za izračun relativnega standardnega odklona 
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2.7.4 Napaka meritve 
Napako meritve nam predstavlja razlika med eksperimentalno določenim rezultatom in 
privzeto vrednostjo. 
𝐸 = 𝑥 −  µ  
Enačba 4: Enačba za izračun napake meritev 
2.7.5 Absolutna napaka 
Absolutna napaka nam predstavlja razliko med povprečno vrednostjo in privzeto 
vrednostjo. Manjša kot je absolutna napaka, bolj so analize točne.  
𝐴𝑁 =  ?̅? −  µ 
Enačba 5: Enačba za izračun absolutne napake 
2.7.6 Relativna napaka 
Relativno napako pa nam predstavlja kvocient absolutne napake s privzeto vrednostjo. 
Izražamo jo v odstotkih.  
𝑅𝑁 =
𝐴𝑁
µ
∗ 100 % 
Enačba 6: Enačba za izračun relativne napake 
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3 Eksperimentalni del 
3.1 Reagenti in kemikalije 
− Caffeine anhydrous (Fluka, čistost: ≥ 99 %) 
− Acetonitrile (Fischer Chemical, čistost: ≥ 99,9 %) 
− MiliQ voda 
3.2 Laboratorijski inventar 
− Polnilne pipete volumnov 1, 2, 3, 4, 5, 10, 2,5 ml 
− Čaše volumnov: 150, 400, 500 ml 
− Merilne bučke volumnov: 10, 20, 25, 50, 100, 1000 ml 
− Laboratorijski lij 
− Filter papir (črni trak) 
− Tehtalna ladjica 
− Steklena palčka 
− Žlička 
− Brizge volumna 10 ml 
− 0,45 µm najlonski filter 
− Brizga za injiciranje vzorca pri HPLC s celokupnim volumnom 100 µl 
− Laboratorijski gorilnik 
− Trinožno stojalo 
− Obroč za filtracijo 
− Kapalka 
− Žogica za pipetiranje 
− Merilni valj volumna 250 ml 
− Puhalka 
− Polavtomatska pipeta volumna 100-1000 µl 
− Couvterjeve posodice 
3.3 Aparature 
− Tekočinski kromatograf: Knauer advanced scientific instruments 
− Kolona: Gemini, C18, 150 x 4,6 mm, 5 µm delci polnila 
− Detektor: Knauer, UV-VIS detekcija, λ=272 nm  
− Volumen injiciranja: 20 µl 
− Pretok mobilne faze: 0,7 ml/min 
− Sestava mobilne faze: acetonitril in MiliQ voda v volumskem razmerju 20:80 
− Ultrazvočna kopel (Iskra) 
− Analitska tehtnica (Sartorius) 
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3.4 Priprava mobilne faze 
Mobilno fazo sem pripravila v volumskem razmerju 20:80. V 1000 ml merilno bučko 
sem nalila 200 ml acetonitrila, jo dopolnila do oznake z MiliQ vodo ter dobro premešala. 
Na koncu sem bučko postavila še na ultrazvočno kopel za približno 15 minut, da sem 
raztopino razplinila. 
3.5 Priprava raztopin standardov 
Na začetku sem pripravila osnovno raztopino standarda, in sicer tako, da sem v 100 ml 
merilno bučko natehtala 100 mg kofeina in bučko dopolnila do polovice z MiliQ vodo. 
Nato sem jo postavila na ultrazvočno kopel za približno 10 minut in jo do oznake 
napolnila z MiliQ. Koncentracija tako pripravljene raztopine je znašala 1 g/L. Z ustreznim 
redčenjem osnovne raztopine standarda sem pripravila dnevno sveže standardne 
raztopine za umeritveno krivuljo z koncentracijami: 0,02; 0,04; 0,06; 0,08 in 0,1 g/L. 
3.6 Priprava vzorcev 
Bluemag energo in Brain boost (Sensilab) 
Vsebino ene vrečke sem raztopila v 200 ml vodovodne vode, pri čemer je masa vzorca 
Bluemag energo znašala 4 g ter masa vzorca Brain boost 3 g. Nastalo raztopino sem  
prefiltrirala skozi filter papir, da sem odstranila morebitne neraztopljene delce. Nato pa 
sem vzorce prefiltrirala še skozi 0,45 µm najlonski filter s pomočjo brizge. Tako 
pripravljena vzorca sem ustrezno redčila, in sicer za vzorec Bluemag energo je bila 
potrebna 5-kratna redčitev, za vzorec Brain boost pa 10-kratna redčitev. 
Guarana natural energy (Medex) 
Vsebino stekleničke, v kateri se je nahajal vzorec, sem prefiltrirala skozi filter papir, da 
sem odstranila delce, ki so bili na dnu stekleničke. Raztopino sem nato prefiltrirala še 
skozi 0,45 µm najlonski filter s pomočjo brizge ter vzorec ustrezno redčila. Redčitev tega 
vzorca je bila 125-kratna.  
Matcha Latte (dmBio) 
Vsebino vrečke sem stresla v 200 ml vroče vodovodne vode, ki sem jo pred tem segrela 
na laboratorijskem gorilniku ter dobro premešala. Nastalo raztopino sem najprej 
prefiltrirala skozi filter papir ter nato še skozi 0,45 µm najlonski filter s pomočjo brizge. 
Vzorec sem na koncu ustrezno redčila, in sicer 5-krat. 
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Kava Barcaffe 
Na laboratorijskem gorilniku sem zavrela 150 ml vodovodne vode. Vodi sem nato dodala 
6,0084 g kave ter dobro premešala. Čašo sem ponovno postavila na laboratorijski gorilnik 
in počasi segrevala do dviga pene. Tako pripravljen vzorec sem prefiltrirala skozi filter 
papir, da sem odstranila nastali sediment. Na koncu pa sem ga prefiltrirala še skozi 0,45 
µm najlonski filter s pomočjo brizge ter ga ustrezno redčila. Redčitev je bila 10-kratna. 
Zeleni čaj (1001 cvet) 
Na laboratorijskem gorilniku sem zavrela 200 ml vodovodne vode ter z njo prelila filter 
vrečko zelenega čaja, ki sem jo po 3 minutah odstranila ter nastali vzorec prefiltrirala 
skozi filter papir. Pred izvedbo redčitve, ki je bila 2-kratna, pa sem ga prefiltrirala skozi 
0,45 µm najlonski filter s pomočjo brizge. 
Coffee and collagen in Green coffee blend (Medex) 
Posamični vzorec sem raztopila v 100 ml vroče vodovodne vode. Vzorca sem nato 
prefiltrirala skozi filter papir, kasneje pa še skozi 0,45 µm najlonski filter s pomočjo 
brizge. Vzorca sem ustrezno redčila, in sicer za vzorec Coffee and collagen je bila 
potrebna 10-kratna redčitev, za vzorec Green coffee blend pa 25-kratna. 
Instant kava Mocca (Amaroy) 
3,0050 g kave sem dodala v 100 ml vrele vodovodne vode ter dobro premešala. Čašo sem 
nato ponovno postavila na laboratorijski gorilnik za par sekund. Vzorec sem najprej 
prefiltrirala skozi filter papir in na koncu še skozi 0,45 µm najlonski filter s pomočjo 
brizge. Za dokončno pripravo pa sem vzorec ustrezno redčila, in sicer 20-krat. 
Martello cafe-Gourment gold 
Na kavnem aparatu sem skuhala kavo in jo prenesla v 50 ml merilno bučko ter jo 
napolnila do oznake z vodovodno vodo. Tako sem dobila točen volumen začetnega 
vzorca. Vzorec sem nato prefiltrirala skozi filter papir in skozi 0,45 µm najlonski filter s 
pomočjo brizge. Na koncu pa sem ga še ustrezno redčila, bila je potrebna 25-kratna 
redčitev. 
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4 Rezultati in razprava 
4.1 Določanje retencijskega časa 
Za uspešno detekcijo kofeina sem morala ugotoviti, pri katerem retencijskem času se 
eluira vrh za kofein. Da sem lahko nedvoumno določila kateri vrh pripada kofeinu, sem 
posnela kromatograme standardnih raztopin kofeina. Na podlagi dobljenih 
kromatogramov, sem prišla do zaključka, da je retencijski čas kofeina okoli 4,44 min. 
Primera kromatograma za standardno raztopino kofeina s koncentracijo 0,1 g/L in za 
vzorec Green coffee blend sta prikazana na spodnjih dveh grafih.  
 
Slika 3: Kromatogram raztopine standarda kofeina (γ = 0,1 g/L) 
 
Slika 4: Kromatogram vzorca Green coffee blend 
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4.2 Priprava umeritvene krivulje 
Najprej sem pripravila raztopine standardov različnih koncentracij, nato pa sem pričela z 
injiciranjem teh raztopin v HPLC sistem. Ploščine, ki sem jih dobila pri integraciji vrhov, 
sem uporabila pri izrisu grafa umeritvene krivulje. 
Tabela 1: Meritve za izris umeritvene krivulje 
Koncentracija (g/L) Ploščina (mAu*min) 
0,02 31,2508 
0,04 61,9817 
0,06 91,1669 
0,08 120,781 
0,1 149,607 
 
 
Slika 5: Graf umeritvene krivulje kofeina 
Enačba premice prikazuje zvezo med ploščino kromatografskega vrha ter koncentracijo. 
Na podlagi te enačbe lahko izračunamo neznano koncentracijo vzorca, kjer spremenljivka 
x predstavlja koncentracijo, spremenljivka y pa ploščino kromatografskega vrha, ki jo 
določimo s HPLC tehniko. Poleg enačbe premice moramo vedno podati še korelacijski 
koeficient R, saj nam ta predstavlja ujemanje eksperimentalnih točk s premico. Vrednost 
korelacijskega koeficienta naj bi bila čim bolj blizu vrednosti 1. V nasprotnem primeru je 
potrebno analizo ponoviti, saj je prišlo do slabega ujemanja eksperimentalnih točk. 
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4.3 Analiza vzorcev 
Ker so vsi vzorci vsebovali večjo količino kofeina, kot je znašalo območje umeritvenih 
krivulj, je bilo potrebno vzorce pred analizo ustrezno redčiti. Tako sem vzorec zeleni čaj  
redčila 2-krat, vzorca Bluemag energo in Matcha Latte 5-krat, vzorce Brain boost, kava 
Barcaffe in Cofffee and collagen 10-krat, vzorec kava Mocca 20-krat, vzorca Green 
coffee blend in Martello cafe 25-krat ter vzorec Guarana natural energy 125-krat.  
Redčitev je bila najprej vidna pri sami spremembi barve, vzorci so postali bolj blede barve 
v primerjavi z osnovnimi vzorci. Pri sami analizi vzorcev na aparaturi pa se je redčitev 
vzorcev pokazala na kromatogramu, saj so bili vrhovi manjši. Posledično je prišlo tudi do 
manjše ploščine vrhov po integraciji. 
Kromatogrami vzorcev so poleg vrha, ki je predstavljal kofein, pokazali še številne druge 
neznane vrhove komponent, ki se nahajajo v vzorcu. Ker pa sem lahko kljub temu 
nedvoumno določila, kateri vrh pripada kofeinu, ostalih vrhov nisem natančneje 
raziskovala. Vrh, ki je pripadal kofeinu, sem integrirala, da sem določila njegovo 
ploščino. S pomočjo enačbe premice sem nato izračunala vsebnost kofeina v vzorcu. 
V tabeli 2 so zbrane enačbe premic umeritvenih krivulj, ki sem jih uporabila pri izračunu 
koncentracije kofeina v vzorcih. Enačba premice za posamezen vzorec se nanaša glede 
na dnevno sveže pripravljene standardne raztopine, ki sem jih uporabila za izris 
umeritvene krivulje. 
Tabela 2: Enačbe premic umeritvenih krivulj 
VZOREC ENAČBA PREMICE R2 
Guarana natural energy y=1485,4x + 1,5914 0,9980 
Bluemag energo 
Kava Barcaffe 
y=1477,6x + 2,304 0,9999 
Brain boost 
Zeleni čaj  
y=1475,4x + 0,4914 0,9998 
Matcha Latte 
Kava Mocca 
y=1449,8x + 2,0308 0,9998 
Coffee and collagen y=1494,7x + 1,3117 0,9982 
Green coffee blend y=1498,3x + 1,0349 0,9996 
Martello cafe y=1502,9x + 0,5395 0,9993 
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V tabeli 3 so prikazane koncentracije in masni deleži kofeina za posamezne vzorce.  
Tabela 3: Izračun koncentracije in masnega deleža kofeina za posamezne vzorce  
VZOREC 
γ dejanska 
(mg/mL) 
m vzorca 
(g) SD 
RSD 
(%) 
W 
(%) 
VSEBNOST 
(mg/200mL) 
PRIVZETA 
VREDNOST 
(mg/mL) AN 
Guarana natural energy 11,5 / 0,009 0,08 / 2300 11,11 0,39 
Bluemag energo 0,46 4 0,007 1,52 2,3 92 0,45 0,01 
Kava Barcaffe 0,81 6,0084 0,01 1,23 2,02 162 / / 
Brain boost 0,65 3 0,007 1,08 4,33 130 0,7 0,05 
Zeleni čaj 0,12 1,8 0 0 1,33 24 / / 
Matcha Latte 0,16 12 0 0 0,27 32 / / 
Instant kava Mocca 1,18 3,005 0,02 1,69 3,93 236 / / 
Coffee and collagen 0,64 6 0,007 1,09 1,07 128 / / 
Green coffee blend 0,72 6 0,007 0,97 1,2 144 / / 
Martello cafe 0,99 6 0,01 1,01 0,83 198 / / 
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4.4 Ponovljivost 
Ponovljivost metode sem določila s petimi zaporednimi injiciranji standardne raztopine 
kofeina s koncentracijo 0,05 g/L. Meritve in rezultati so podani v tabeli 4. 
Tabela 4: Rezultati meritev za ponovljivost 
  PLOŠČINA VRHA 
1 injiciranje 53,1688 
2 injiciranje 53,1544 
3 injiciranje 53,2726 
4 injiciranje 53,381 
5 injiciranje 53,1335 
POVPREČJE 53,22206 
SD 0,1 
RSD (%) 0,19 
 
Na podlagi dobljenih rezultatov sem prišla do zaključka, da je metoda, ki sem jo uporabila 
za določanje kofeina ponovljiva, saj je RSD relativno majhen. 
Meddnevno ponovljivost sem preverjala z vzorci, pri čemer sem vsebnost kofeina 
računala po enačbi premice. 
V tabeli 5 so zbrane enačbe premic umeritvenih krivulj, ki sem jih uporabila pri 
ponovnem analiziranju vzorcev. Enačba premice za posamezen vzorec se nanaša glede 
na dnevno sveže pripravljene standardne raztopine, ki sem jih uporabila za izris 
umeritvene krivulje. 
Tabela 5: Enačbe premic umeritvenih krivulj  za ponovljivost 
VZOREC ENAČBA PREMICE R2 
Guarana natural energy 
Bluemag energo 
y=1494,7x + 1,3117 0,9982 
Kava Barcaffe 
Brain boost 
Zeleni čaj 
Matcha Latte 
Kava Mocca 
Coffee and collagen 
y=1498,3x + 1,0349 0,9996 
Green coffee blend 
Martello cafe 
y=1502,9x + 0,5395 0,9993 
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Rezultati, ki sem jih dobila pri določanju meddnevne ponovljivosti vzorcev s tremi 
zaporednimi injiciranji, so podani v tabeli 6. 
Tabela 6: Eksperimentalni podatki ponovljivosti vzorcev 
VZOREC γ ponovljivost (mg/mL) SD RSD (%) 
Guarana natural energy 11,1 0,09 0,81 
Bluemag energo 0,46 0,007 1,52 
Kava Barcaffe 0,83 0,01 1,2 
Brain boost 0,62 0,01 1,61 
Zeleni čaj 0,12 0 0 
Matcha Latte 0,16 0 0 
Instant kava Mocca 1,13 0,02 1,77 
Coffee and collagen 0,64 0,01 1,56 
Green coffee blend  0,73 0,007 0,96 
Martello cafe 0,99 0 0 
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5 Zaključek  
Cilj diplomskega dela je bil določiti vsebnost kofeina v prehranskih dopolnilih in 
različnih pijačah oziroma kavah in čaju. Za samo analizo sem uporabila HPLC tehniko z 
reverzno fazo. Najprej sem s pomočjo standardnih raztopin kofeina pripravila umeritveno 
krivuljo ter določila retencijski čas kofeina. 
Za potrebe kalibracije sem najprej pripravila raztopine standardov različnih koncentracij 
ter izvedla analizo. Na podlagi dobljenih rezultatov sem izrisala graf umeritvene krivulje 
ter določila enačbo premice, preko katere sem nato izračunala koncentracije kofeina v 
vzorcih.  
Ponovljivost sistema sem preverila s petimi zaporednimi injiciranji. Na podlagi dobljenih 
rezultatov, sem prišla do zaključka, da je metoda dobro ponovljiva, saj je RSD relativno 
majhen. Znašal je 0,19 %. 
Izkaže se, da največ kofeina na eno skodelico (200ml) vsebuje vzorec Guarana natural 
energy in sicer 11,5 mg/mL. Sledijo ji instant kava Mocca (1,18 mg/mL), Martello cafe  
(0,99 mg/mL), kava Barcaffe (0,81 mg/mL), Green coffee blend (0,72 mg/mL), Brain 
boost (0,65 mg/mL), Coffee and collagen (0,64 mg/mL), Bluemag energo (0,46 mg/mL), 
Matcha Latte (0,16 mg/mL) in na koncu zeleni čaj (0,12 mg/mL). 
Pri prehranskih dopolnilih sem preverila tudi odstopanje eksperimentalno določene 
vsebnosti kofeina glede na privzeto vrednost. Eksperimentalno določena vsebnost kofeina 
se je najbolj ujemala s privzeto vrednostjo pri vzorcu Bluemag energo, saj je njegova 
absolutna napaka znašala 0,01. Najmanjše ujemanje s privzeto vrednostjo pa je bilo pri 
vzorcu Guarana natural energy, saj je njegova absolutna napaka znašala 0,39. 
Torej, če gledamo z vidika vsebnosti kofeina, je najbolje za dvig energije in miselnih 
sposobnosti uporabiti prehransko dopolnilo Guarana natural energy, saj vsebuje največ 
kofeina. Če pa bi se odločali med prehranskim dopolnilom Brain boost in kavo, pa bi z 
vidika vsebnosti kofeina izbrali kavo, saj je raziskava pokazala večjo vsebnost le-tega v 
kavi. 
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